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© Biosensor. 

© Der Biosensor besteht aus einer biologischen 
Komponente, welche auf einem Transducer imrnobl- 
lisiert ist Zur Detektion von SchwermetaJlen wird ate 
biologische Komponente mindestens ein Peptid aus 
der Gruppe der Phytochelatine verwendet. 
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Biosensor 



Die Erfindung betrifft einen Biosensor, insbe- 
sondere zur Detektion von Schwermetallen, mit ein- 
er bioiogischen Komponente, welche auf einem 
Transducer immobilisiert ist. 

Biosensoren sind MeflfOhler wie sie beispieis- 
weise in "bild der wissenschaft", Heft 4-1986, S 
100 - 110 beschrieben sind und bei denen eine 
bioiogische Komponente primar mit dem zu be- 
stimmenden Parameter reagiert Diese 
Primarreaktion oder ein Produkt dieser 
Primarreaktion wird von einem sog. Transducer 
erfaBt und in ein verwertbares, im altgemeinen 
elektrisches Mefisignal uberfuhrt. Da2u ist es erfor- 
derlich. dafl die bioiogische Komponente in enger 
raumlicher Nachbarschaft mit dem Transducer im- 
mobilisiert, d.h. fixiert, wird. Immobilisierungsme- 
thoden sind z.B. die Adsorption an einem anorgani- 
schen oder organischen Tr§ger, der physikalische 
BnschluB in Gel-Matrizes Oder hinter einer semi- 
permeablen Membran, die Quervernetzung durch 
bifunktioneile Oder multifunktionelie Reagentien und 
kovalente Bindung an einen Transducer, welche 
entweder direkt oder unter Zuhilfenahme von sog. 
"Linkem" erfolgen kann. 

Dauerhaft funktionierende Biosensoren sind 
zwar noch nicht auf dem Markt, jedoch lassen sich 
Anwendungen in der medizinischen Analytik, Ab- 
wasserOberwachung oder in Bioreaktoren absehen. 
Die vorliegende Erfindung hat sich zur Aufgabe 
gesetzt, einen Biosensor zu schaffen, der insbeson- 
dere zur Detektion von Schwermetallen geeignet 
ist, und der damit die bisher gebrauchlichen 
analytischen Methodeh, z.B. die Sulfidtellung, zur 
Erkennung von Schwermetallen ersetzen kann. 

Diese Aufgabe wird durch einen nach den 
kennzeichnenden Merkmalen des Patentanspruchs 
1 ausgebiideten Biosensor gelost 

Die Erfindung macht sich die besondere Eigen- 
schaft der Phytochelatine (PC) zunutze, Schwerme- 
tallionen wie CD**, Hg 2 *. Zn 2 *, Pb 2 * Oder Cu 2+ zu 
binden. Diese Bgenschaft wurde von Grill, Winnac- 
ker und Zenk in "SCIENCE", Oa November 1985, 
Vol.- 230, S. 674 bis 676 erstmals beschrieben. PC 
sind pflanziiche Peptide, die aus den Aminosauren 
Glycin. Cystein und Glutaminsaure aufgebaut sind. 
Die allgemeine Strukturformel lautet 
(7-glu-cys) n -giy, 

wobei n i A zwischen 3 und 8 variiert. Ihre bioiogi- 
sche Aufgabe besteht in der Entgiftung pf lanzlicher 
Gewebe, wobei die Anwesenheit von Schwermetal- 
len in der Pflanze die Bildung von PC induziert PC 
konnen daher aus Pflanzenzellenkurturen ver- 
schiedener Spezies isoliert werden (sh. obengenan- 
nter Artikel aus SCIENCE). Die Bindung der 
Schwermetalle an PC ist formal als Metallmercaptid 



zwischen den SH-Gruppen des Cysteins und den 
Schwermetallionen aufzufassen. Da die PC aus- 
schliefilich Schwermetalle binden, also nicht bei- 
spielsweise Alkaii-oder Erdalkali-Metalle, ist es 

s moglich, diese PC als bioiogische Komponente fur 
einen Biosensor zur Detektion von Schwermetallen 
zu verwenden. 

Die Erfindung soil im folgenden anhand einiger 
Ausfuhrungsbeispiele, die in den Rguren teilweise 

jo schema tisch dargestellt sind, naher beschrieben 
werden. Es zeigen: 

Fig. 1 den prtnzipiellen Aufbau einer 
Me/teinrichtung mit einem Biosensor; 

Fig. 2 einen Biosensor mit einem als Feidef- 

75 fekttransistor ausgebiideten Transducer; 

Fig. 3 eine Schaltung mit einem Biosensor 
gemafl Rg. 2; 

Fig.4 einen Biosensor mit einem als Piezo- 
kristall ausgebiideten Transducer; 

20 Fig. 5 einen Biosensor mit einem als Uchtlei- 

ter ausgebiideten Transducer; 

Rg. 6 einen Biosensor mit einem Transducer 
zur Messung der Leitfahigkeit bzw. der Dielektri- 
zitatskonstanten. 

25 Die in Rg. 1 schematisch dargestelite 
MeBanordnung weist eine SensortrMger 1 auf, an 
dessen Spitze der eigentliche Biosensor 2 an- 
geordnet ist, dessen Ausgangssignale uber eine 
Obertragungsleitung 3 einer VerstSrker-und Anzei- 

30 geeinrichtung 4 zugefuhrt werden. Der Biosensor 2 
wird in das Meflsubstrat 5 eingetaucht, welches 
gasformig, flussig oder test sein kann, und welches 
bei Vorhandensein eines bestimmten zu messen- 
den Parameters mit der bioiogischen Komponente 

35 des Biosensors reagiert. 

Rg. 2 zeigt ein Ausfuhrungsbeispiei fur einen 
Biosensor, bei dem der Transducer als Feideffekt- 
transistor aufgebaut ist. in einer stirnseitigen Aus- 
nehmung des Sensortragers 1 ist dabei ein Sili- 

40 dumblock 2.1 eingelassen, in dem in an sich be- 
kannter Weise eine Source-Elektrode 22 und eine 
Drain-Eiektrode 2.3 durch entsprechende Dotierung 
erzeugt wird. Die Source-und Dratn-Elektrode 2.2 
und 2.3 sowie die dazwischen Hegende Siiicium- 

45 schicht, die den Leitkanal 2.5 bildet, werden mit 
einer Isolierschicht 2.4, beispielsweise aus S13N4, 
abgedeckt Pie Randbereiche des Siiictumbiocks 
2.1 bzw. der Isolierschicht 2.4 sowie des angren- 
zenden Sensortragers werden zusatzlich noch mit 

so einer VerguBmasse 2.6 abgedeckt Als bioiogische 
Komponente des Biosensors werden Phytochela- 
tine (PC) auf der Isolierschicht 2.4 immobilisiert 
welch damit das Gate 2.7 des Feldeffekttransistors 
bilden. Hierzu darf die eigentliche Gate-Elektrode, 
die typischerweise bei Feideffekttransistoren vor- 
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handen ist, nicht als soiche ausgefiihrt sein. Als 
Immobilisierungsreagentien kcSnnen beispielsweise 
Glutardialdehyd und Serumalbumin verwendet wer- 
den (vgl. L.D. Bowers und P.W. Carr "Immobilized 
Enzymes in Analytical Chemistry"). s 

Durch Einlagerung von Schwermetallionen in 
die PC baut sich in der als Gate wirkenden PC- 
Schnicht 2.7 ein elektrisches Feld auf, welches im 
Leitkanal 2.5 Ladungstrager induziert und somit 
den Widerstand des Leitkanals 2.5 Sndert. Zur Ein- io 
stellung eines optimalen Arbeitspunktes des Fel- 
deffekttransistors ist die PC-Schicht 2.7 mit einer 
zusMtzlichen gitterfdrmigen Gate-Elektrode 2.8 ver- 
sehen, Qber die eine externe Vorspannung ange- 
legt werden kann und deren Gitterabstande so 75 
gewahlt sind, daB Reaktionen des Meflsubstrats mit 
der PC-Schicht nicht behindert werden. 

Eine entsprechende Schaltung zum Betrieb 
des in Fig. 2 dargestellten, als Feldeffekttransistor 
ausgebildeten Biosensors ist in Rg. 3 dargestellt. 20 
Dabei ist die Source-Elektrode 2.2 und die Drain- 
Elektrode 2.3 mit einer Spannungsquelle U1 ver- 
bunden, wobei der durch den Leitkanal 2.5 
flieflende Strom mit einem geeigneten Meflgerat 
4.1 gemessen wird. Ober die 2usatzliche Gate- 25 
Elektrode 2.8 kann eine Ober ein Potentiometer R 
regelbare Vorspannung aus einer Spannungsquelle 
U2 auf den Leitkanal 2.5 einwirken, wodurch eine 
Einstellung des Arbeitsbereiches des Feldeffekt- 
transistors erzielt wird. 30 

Da der Schwermetallsensor auf der Basis von 
PC primar nicht reversibel ist wird durch die 
zusatzliche Gate-Elektrode 2.8 noch die 
M6glichkeit gegeben, durch entsprechende Polung 
der Spannungsquelle U 2 die Schwermetallionen 35 
wieder aus den PC herauszuldsen. Eine andere 
Moglichkeit zur Regenerierung des Biosensors be- 
steht in der SpQlung mit SSuren, durch welche die 
Schwermetallionen aus dem PC-Schwermetall- 
Komplex herausgelOst werden. 40 

Da die PC unter oxidierenden Bedingungen nur 
stabil sind. wenn sie als PC*" -Metall 2+ -Komplex 
vorliegen, empfiehlt es sich, diese durch Komple- 
xierung mit einem nur schwach bindenden Metall, 
wie z.B. Esen. zu stabilisieren. 4S 

Fig. 4 zeigt den prinzipiellen Aufbau eines Bio- 
sensors zur Detektion von Schwermetallen auf der 
Basis eines OberflSchenwellen-Bauelementes. 
Hierzu sind auf einer OberflSche eines piezoelektri- 
schen Substrats 2.10 aus Lithium-Niobat kammar- 50 
tige Elektroden 2.11 und 2.12 bzw. 2.13 und 2.14 
angeordnet. Die Elektroden 2.11 und 2.12 sind mit 
einer Wechselspannungsquelle 4.11 verbunden. 
Die Frequenz der Wechselspannungsquelle 4.11 
sowie die Finger der Elektroden 2.11 und 2.12 sind 55 
so ausgelegt. da/3 jede erzeugte und weitergeleitete 
OberflSchenwelle die nSchste verstarkt, so dafl sich 
auf der Oberflache des Kristalls 2.10 groBe Ampli- 



tudenwerte ergeben. Die RUckwandlung der so er- 
zeugten und in der Figur durch Pfeile angedeuteten 
OberflSchenwellen geschieht liber die Elektroden 
2.13 und 2.14. welch die gleiche Oder eine ahnliche 
Geometrie wie die Elektroden 2.11 und 2.12 auf- 
weisen. Das empfangene Signal wird durch ein 
Meflgerat 4.12 angezeigt. 

Zwischen den Elektrodenpaaren 2.11, 2.12 und 
2.13, 2.14 ist auf der OberflSche des piezoelektri- 
schen Substrats 2.10 eine PC-Schicht 2.15 immobi- 
lisiert. Durch Bindung von Schwermetallionen in 
dieser PC-Schicht 2.15 wird ein SuBeres elektri- 
sches Feld erzeugt, welches die Amplitude der 
akustischen OberflSchenwelle beeinfluflt. indem es 
in Wechselwirkung mit dem elektrischen Feld der 
OberflSchenwelle tritt. Die entsprechende 
Anderung im Ausgangssignal wird durch das 
MefigerSt 4.12 angezeigt. 

In analoger Weise zur AusfOhrungsform gemafl 
Rg. 4 kann die PC-Schicht auch auf der Ob- 
erflache eines piezoelektrischen Kristalls immobili- 
siert sein, der mittels eines elektrischen Schwing- 
kreises in seiner Eigenfrequenz erregt wird. Die 
Verschiebung bzw. SchwSchung der Resonanz- 
schwingung durch Bnlagerung von Schwermetallen 
in die PC-Schicht wird dann gemessen. 

Rg.5 zeigt einen Biosensor zur Detektion von 
Schwermetallen, bei dem als Transducer ein 
prismatischer Lichtleiter 2.51 verwendet wird. Das 
von einer Uchtquelle 4.13 ausgesandte Licht tritt 
auf der Stimseite 2.52 des Uchtleiters 2.51 ein und 
wird an den Rachen 2.53 und 2.54 mehrfach re- 
fiektiert. bis es an der gegenuberliegenden 
StirnflSche 2.55 austritt und dort von einem 
optoelektrischen EmpfSnger 4.14 registriert wird. 
Die Flache 2.54 ist verspiegelt, wohingehend auf 
der Flache 2.53 eine PC-Schicht 5.7 immobilisiert 
ist Anderungen des Brechungsindizes der PC- 
Schrcht 5.7 durch Aufnahme von Schwermetallio- 
nen bewirken daher Anderungen der an dieser 
Grenzflache nicht reflektierten und somit austreten- 
den Uchtintensitat und damit auch eine Anderung 
der im Empf anger 4.14 empfangenen IntensitSt. 
Diese Anderung wird in einem MeBgerSt 4.15 an- 
gezeigt. Der Einfallswinkel a des Lichtes an den 
R3chen 2.53 bzw. 2.54 des Uchtleiters sollte einer- 
seits moglichst klein gewahlt werde, andererseits 
sollte eine ausreichende Anzahl von Reflexionen 
stattfinden. 

Eine weitere AusfOhrungsform eines Biosen- 
sors zur Detektion von Schwermetallen besteht in 
der in Rg. 6 schematisch dargestellten Anordnung, 
bei der eine PC-Schicht 6.7 auf einer ersten Elek- 
trode 6.8 immobilisiert ist und mit einer zweiten, 
gitterf3rmigen Elektrode 6.9 abgedeckt ist. Beide 
Elektroden 6.8, 6.6 sind mit einer an sich bekan- 
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nten und deshaib nicht dargestellten 
Mefleinrichtung zur Bestimmung der Leitfahigkeit 
welche sich durch Enlagerung von Schwermetallio- 
nen in die PC-Schicht 67 andert verbunden. 

Bne ahnfiche Anordnung kann verwendet wer- 5 
den, wenn als Meflgrofle die Anderung der Dielek- 
trizitatskonstanten der PC-Schicht 67 herangezo- 
gen werden soil. Hierbei 1st es vorteilhaft minde- 
stens eine der Elektroden 6.8 bzw. 6.9 durch eine 
dunne Isolierschicht galvanisch von der PC-Schicht 10 
6.7 zu trennen. Die Anordnung ist dann in eine an 
sich bekannte Wechselstrommeflbrucke als 
variable Kapazitat geschaltet 

is 

Anspruche 

1. Biosensor, insbesondere zur Detektion von 
Schwermetallen, mit einer biologischen Kompo- 
nente, welche auf einem Transducer immobilisiert 
ist dadurch gekennzeichnet dafl als bioiogische 
Komponente mindestens ein Pedptid aus der Grup- 
pe der Phytochelatine verwendet wird. 

2. Biosensor nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der Transducer als Feldeffekt- 
transistor ausgebildet ist und, dafl das bzw. die 
Phytochelatin(e) (2.7) schichtformig am Gate im- 
mobilisiert wird bzw. werden. 

3. Biosensor nach Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl die Phytochelatin(e)-Schicht 
(27) mit einer zusatzlichen Gate-Elektrode (2.8) 
versehen ist 

4. Biosensor nach einem der Anspruche 1 bis 

3, dadurch gekennzeichnet, dafl der Transducer 
einen piezoelektrischen Kristali (2.10) aufweist an 
dessen Oberflache das bzw. die Phytochelatin(e) 
(2.15) schichtformig immobilisiert wird bzw. wer- 
den. 

5. Biosensor nach einem der Anspruche 1 bis 

4, dadurch gekennzeichnet, dafl der Transducer 
einen Uchtleiter (2.51) aufweist wobei auf minde- 
stens einer OberflSche (2.53) des Lichtleiters 
(2.51) das bzw. die Phytochelatin(e) (5.7) - 
schichtformig immobilisiert wird bzw. werden, 
derart, dafl die Bindung von Schwermetallen in der 
Phytochelatin(e)-Schicht eine Anderung der opti- 
schen Eigenschaften des Lichtleiters (2.51) bewirkt 

6. Biosensor nach einem der AnsprGche 1 bis 

5, dadurch gekennzeichnet, dafl das, bzw. die 
Phytochelatin(e) (6.7) zwischen zwei Elektroden 
(6.8, 6.9) angeordnet ist welche mit einer Einrich- 
tung zur Messung derieitfShigkeit Oder der Dielek- 
trizitatskonstanten verbunden sind. 

55 
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